Acy|-ACPs 的 规模 化 合成 
丁 威 oe 1U HE Fe n. eA |, BEA be 
(0. 中 国 科学 院 大 连 化 学 物理 研究 所 ， 海 洋 生 物 工程 组 ， 辽 宁 大 连 ，116023; 
2. 中 国 科 学 院 大 学 ， 北 京 100049) 


FH: ” 脂 栈 -酰基 载体 蛋白 〈fatty acyl-acyl carrier protein, acyl-ACP) 是 多 种 生物 
合成 途径 中 的 酰基 供 体 。 因 供给 限制 ， 体 外 研究 常用 类 似 物 acyl-CoA 蔡 代 ， 而 
CoA 部 分 和 ACP 有 较 大 差异 ， 限 制 了 相关 酶 对 底 物 识别 的 认识 。 因 此 稳定 获得 
大 量 acyl-ACP 是 体外 研究 相关 酶 的 催化 机 制 及 其 代谢 途径 的 关键 。 研 究 以 
holo-ACP 和 C4-C18 链 长 脂肪 酸 为 底 物 ， 在 哈 氏 弧 菌 acyl-ACP 合成 酶 (Vibrio 
harveyi acyl-ACP synthetase, VhAasS) 催化 下 合成 不 同 碳 链 长 度 的 acyl-ACP; 通 
过 高 效 液 相 色 谱 (HPLC) 方 法 ， 确 定 不 同 碳 链 长 度 acyl-ACP 的 合成 产 率 。 结 果 表 
Bj: 碳 链 为 C4-C14 的 acyl-ACP 产 率 均 高 于 90.0%, 16:0-ACP 产 率 为 85.996, 
18:1-ACP 产 率 仅 为 25.7%。 通 过 加 入 IF 优化 反应 体系 ，16:0-ACP、18:1-ACP 的 
产 率 达 90.0%。 进 一 步 优 化 扩大 反应 体系 可 稳定 获得 20 mg 以 上 acyl-ACP; 最 后 ， 
把 合成 的 acyl-ACP 应 用 到 甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 催化 的 反应 体系 中 。 不 同 链 长 
acyl-ACP 的 规模 化 合成 研究 ， 为 体外 研究 相关 酶 的 催化 机 制 提 供 重要 基础 。 
关键 词 : acyl-ACP 合成 酶 ，acyl-ACP，HPLC 


酰基 载体 蛋白 Cacyl carrier protein, ACP) 在 生物 体内 负责 将 脂 酰 基 团 转移 
至 目标 底 物 形成 酰基 化 物 ， 是 脂肪 酸 巾 、 磷 脂 外 、 聚 酮 类 抗生素 名、 类 脂 A 负 等 生 
物 合成 途径 中 酰基 的 重要 载体 。 细 胞 合成 的 ACP BD apo-ACP， 通 常 由 70-80 个 
氨基 酸 残 基 构 成 名 ,含有 一 个 高 度 保守 丝氨酸 (Ser) 结构 域 (D-S-L) . Apo-ACP 
中 Ser 残 基 的 羟基 通过 磷脂 键 连接 来 自 辅酶 A 的 4- 磷酸 泛 酰 筑 基 乙 腕 基 团 后 ， 
成 为 活性 ACP 形式 polo-ACPI。 脂 酰基 通过 硫 酯 键 与 holo-ACP 中 磷酸 泛 酰 统 基 
乙 胺 末端 琉 基 结合 形成 acyl-ACPUI, 

Acyl-ACP 是 生物 代谢 过 程 多 种 酶 的 必须 底 物 〈 表 1) ， 而 目前 尚 无 商品 化 
的 acyl-ACPI8， 且 体内 游离 的 acyl-ACP 很 少 四 ， 很 难 直 接 分 离 得 到 特定 链 长 的 
acyl-ACP。 因 此 ， 在 体外 高 效 稳定 合成 acyl-ACP 对 研究 相关 酶 的 催化 机 制 具 有 
重要 意义 。 
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表 1 以 acyl-ACP 为 底 物 的 酶 
Table 1 Enzymes using acyl-ACP as substrates 


酶 
硫 酯 酶 


脂肪 酸 
去 饱和 酶 
甘油 -3- 磷 酸 
酰基 转移 本 


RSH 


Er 


UDP-Z XE E HE 
乙酸 醛 酰基 转移 酶 


te 


参与 的 反应 和 代谢 过 程 参考 文献 
催化 不 同 链 长 acyl-ACP 水 解 ; [1] 
参与 脂肪 酸 、 聚 酮 类 抗生素 合成 ; 
催化 acyl-ACP 去 饱和 ; [9] 
参与 不 饱和 脂肪 酸 合 成 ; 
HEAL acyl-ACP 和 甘油 -3- 磷 酸 反 应 ， [2] 
生成 LPA; 参与 磷脂 合成 ; 
催化 酮 脂 酰 ACP 缩合 ; [3] 
参与 聚 酮 类 抗生素 的 合成 ; 
化 B- 羟 肉 豆 芋 酸 和 UDP- 氨 基 葡 萄 糖 乙 酸 醋 ， 生 成 [4] 
UDP-3- 单 酰 氨基 葡萄 糖 乙酸 酬 ; 


参与 类 脂 A 的 合成 ; 


Acyl-ACP 体外 合成 以 holo-ACP 和 脂肪 酸 为 底 物 ， 由 acyl-ACP 合成 酶 
(acyl-ACP synthetases, AaaSs) 催化 完成 〈 图 1) 。 目 前 已 有 研究 的 Aass 分 别 


KVP 6 ES (Vibrio harveyi) HA, KIE (Escherichia coli) H1, 2L 
(Rhodotorula glutinis) "71, 


" 
WHEE 6803 (Synechocystis sp. PCC 6803) "31, 3 


ERY 7942 (Synechococcus elongatus PCC 7942) "41, KJ FF ia Aass 在 体外 不 稳 


XEUOIS), BEST. 


酵母 AasSU?UE HES Gtk, Mx 


EF ORE; Tl PCy AasS (VhAasS) 


易于 纯化 ， 活 性 较 高 ， 因 此 应 用 前 景 较 大 。Acyl-ACP 的 合成 和 定量 一 般 以 放射 


性 同位 素 标记 的 脂肪 酸 为 底 物 ， 在 微量 体系 下 进行 090， 而 同位 素 标记 所 用 UC 较 


为 昂贵 ， 控 制 严 格 。 因 此 ， 开 发 高 效 简 易 的 acyl-ACP 合成 及 定量 方法 尤为 重要 。 
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1 Acyl-ACP 的 合成 方法 


Figl Synthesis of acyl-ACP using acyl-ACP synthetase 


本 研究 以 哈 氏 弧 菌 AasS 


能 化 acyl-ACP 合成 方法 (图 1) 为 基础 ， 建 立 基 


于 HPLC 的 acyl-ACP 定量 方法 , 优化 反应 参数 , 极 大 地 提高 acyl-ACP 合成 效率 ， 
并 大 规模 制备 出 不 同 种 属 来 源 高 纯度 的 acyl-ACP， 为 以 其 为 底 物 的 代谢 途径 研 


完 提 供 重 要 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 


pET-28a(+)-ACP, pET-28a(+)-AasS 质粒 由 本 实验 室 收 存 。 硫 酸 卡 那 霉 素 、 
三 磷酸 腺 昔 CATPO 、 牛 血清 白 蛋白 (BSA) 购 自 上 海 生 工 生 物 工程 公司 ; RW 
基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 苷 〈IPTG) 购 自 大 连 TaKaRa 公司 ; 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) JW 
自 INALCO zu]; EPRA (PMSF) JWA Amresco 公司 ; 和 蛋白质 浓度 测 
定 试剂 盒 购 自 Bio-Rad ZH]; GAYA Merck 公司 ; 三 氟 乙 酸 (TFA) 、 脂 肪 酸 
(FA) 、 甘 油 -3- 磷 酸 (G-3-P) 、 溶 血 磷 脂 酸 (LPA) 购 自 Sigma 公司 ; 其 它 化 
学 试剂 均 为 分 析 纯 。LB 培养 基 组 成 为 : 10 g/L SEAM, 5 g/L 酵母 浸 粉 ，10 g/L 
NaCl, pH 7.2。 


1.2 实验 方法 


1.2.1 AM. SHAH 6803 Aolo-ACP 的 表达 纯化 


将 质粒 pET-28a(+)-ACP 转化 到 大 肠 杆 菌 BAPI 菌株 (SI 中， 挑 取 单 菌落 ， 接 
种 于 100 mL 含有 50 mg/L 卡 那 霉 素 的 LB 培养 液 中 ,37 振荡 过 夜 培养 。 取 8 mL 
过 夜 培养 液 接种 于 新 鲜 的 800 mLLB CA 50 mg/L JE 中 ，37 CHR 
FRB OD«oo £973 0.8 后 ， 添 加 终 浓 度 为 0.5 mmol/L IPTG 诱导 培养 4h，6500 rpm 
离心 15 min 收集 菌 体 ， 目 的 蛋白 的 纯化 在 4 'C 或 水 上 进行 以 以 下 步骤 进行 。 

细胞 有 裂解; 使 用 100 mL Lysis Buffer 重 悬 3 g 菌 体 ， 加 入 100 nL PB-ME， 和 终 
浓度 为 1 mmol/L 的 PMSF， 超 声 裂解 细胞 ，12000 rpm 离心 30 min， 收 集 上 清 。 

Ni-NTA 亲 和 层 析 : 先 用 Equilibrate Buffer 平衡 钊 柱 ， 再 将 收集 的 上 清 缓慢 流 
过 镍 柱 ， 然 后 用 Wash Buffer 洗 脱 杂 和 蛋白 约 4 个 柱 体 积 ， 最 后 用 Elute Buffer 洗 脱 
并 收集 目的 和 蛋白。 

体积 排 阻 色谱 (FPLC) : 先 用 FPLC Buffer 平衡 色谱 柱 Superdex 200, EFÉH 
的 香 白 并 洗 脱 ， 收 集 洗 脱 峰 对 应 的 和 蛋白， 浓缩 至 20 mg/mL 并 于 -80C 保 存 。 

和 蛋白 纯化 缓冲 液 分 别 如 下 , Lysis buffer: 25 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 100 mmol/L 
NaCl, 5% glycerol; Equilibrate buffer: Lysis buffer with 5 mmol/L imidazole; Wash 
buffer: Lysis buffer with 20 mmol/L imidazole; Elution buffer: Lysis buffer with 350 
mmol/L imidazole; FPLC Buffer: Lysis buffer with 2 mmol/L DTT. 


1.2.2 AKILA (Vibrio harveyi) ASHE ACP 合成 酶 的 表达 纯化 


将 质粒 pET-28a(+)-AasS 转化 到 大 肠 杆 菌 BL21 中 , 挑 取 单 菌落 ,接种 于 100 mL 
含有 50 mg/L FJEZERIT] LB 培养 液 中 ，37 人 振荡 过 夜 培养 。 取 8 mL 过 夜 培 养 
液 接种 于 新 鲜 的 800 mL LB C$ 50 mg/L FABER) 中 ，37 CRAE ODo00 
约 为 0.5 后 ， 添 加 终 浓 度 为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 培养 2.5 h，6500 rpm 离心 
15 min 收集 菌 体 ， 并 将 菌 体 保存 在 -20 Co Hi EAE IR 1.2.1。 

1.2.3 acyl-ACP 合成 及 检测 
采用 高 效 液 相 色谱 对 ACPs 进行 分 离 分 析 07， 色谱 条 件 为 ODS-Cs 色谱 柱 
(150 mmx4.6 mm, Sum) ; 流动 相 : LHR- CE 199—548 ; 洗 脱 方式 : 
梯度 洗 脱 “〈 表 2) ;， 柱 温 : 25'C， 紫 外 检测 器 波长 为 210 nm. 
表 2 HPLC 流动 相 的 梯度 洗 脱 程序 
Table 2 Gradient condition of mobile phase for HPLC 


时 间 (min) 流量 (mLmin!) ZHE (%) K (1% = SR ZB) 


0 1 35 65 
15 1 55 45 
16 1 35 65 
20 1 35 65 


Acyl-ACP 合成 方法 参考 JiangU SEAT LL M ito KRH APEA [8 390 
模 反 应 体系 合成 acyl-ACP， 如 表 3。 对 照 实 验 不 加 合成 酶 ， 其 它 条 件 与 acyl-ACP 
合成 体系 相同 。 通 过 计算 acyl-ACP WET AR CAacycAcp? 和 对 照 实验 中 holo-ACP 
峰 面 积 CAnolo-ace) 的 比值 得 到 产 率 。 
表 3 Acyl-ACP 合成 反应 体系 


Table 3 The synthesis systems of the acyl-ACP 


合成 体系 中 各 成 分 50 uL 合成 体系 20 mL 合成 体系 
各 成 分 含量 。 各 成 分 含量 5 
FA-Na (uM) 150 200 
holo-ACP (uM) 50 75 
MgCl: (mM) 10 10 
LiXSO; (mM) 10 10 
ATP (mM) 5 10 
DTT (mM) 2 2 
Tris-HCl (mM) 25 25 
温度 (CC) 30 30 
时 间 (h) 0.5 2 


1.2. 4 甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 的 纯化 及 acy L-ACP. 的 活性 检测 


缺 刻 缘 绿 藻 甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 的 表达 纯化 参考 Ouyang09 所 描述 的 方法 
进行 。 脂 酰 -ACP 的 活性 检测 方法 如 下 : 100 由 反应 体系 中 含 : 甘油 -3- 磷 酸 2 mM; 
acyl-ACP 0.2 mM; BSA 75 uM; 甘油 -3- 磷 酸 酰基 转移 酶 100 hg， 混 匀 后 30 "C fi 
m 30 mins JHA 500 ul Ati: 甲醇 Ci, vv) 萃取 ， 将 下 层 有 机 相 和 移出， 氮气 
吹 王后 用 30 由 氯仿 重 悬 , 薄 层 色谱 法 (TLC ) 分 离 后 樱 草 黄 显 色 以 检测 产物 LPA. 
TLC 展开 剂 为 5:4:0.8:5 的 氯仿 : PE: K: 三 乙 胺 。 


m» 


2 结果 和 分 析 


2.1 建立 HPLC 方法 分 析 不 同 ACP 形式 


对 ACP 的 准确 检测 是 acyl-ACP 制备 以 及 产 率 计算 的 依据 .ACP 的 形式 包括 
holo-ACP. apo-ACP 和 acyl-ACP 三 种 。Apo-ACP 是 holo-ACP 合成 过 程 中 未 完 
成 后 修饰 的 前 体 。ACP 形式 的 检测 方法 包括 含 尿素 的 非 变性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 法 (UREA-PAGE) P020、 高 效 液 相 色谱 法 HPLC)U). EE (MS)0322] 等 。 
其 中 ，MS 法 分 辨 率 高 ， 定 性 和 定量 兼 具 ， 但 是 仪器 价格 昂贵 ; UREA-PAGE iX, 
设备 简单 ， 但 操作 繁琐 、 检 测 缓慢 ;HPLC 法 检测 快速 、 操 作 方 便 、 结 果 准 确 ， 
仪器 普通 , 方法 易 实 施 。 本 文 建立 了 HPLC 法 检测 ACPs (图 2) 的 方法 , holo-ACP 


p 


和 apo-ACP 在 C8-ODS 柱 上 可 有 效 检 出 ， 保 留 时 间 分 别 为 5.45 8018.72, AAR 
好 的 分 离 效果 。 


mAU holo-ACP 


2190.19 


apo-ACP 


-to 
4 


图 2 HPLC 检测 apo-ACP 和 holo-ACP 
Fig2 HPLC analysis of apo- and holo-ACP 


2.2 不 同 链 长 acy |-ACP 的 合成 


IA RILA acyl-ACP 合成 酶 CVhAasS) 催化 合成 不 同 链 长 acyl-ACP 已 有 报 
道 ， 但 是 acyl-ACP 合成 产 率 及 纯度 尚 无 明确 研究 。 本 文 参照 文献 B] 的 方法 合成 
acyl-ACP， 通 过 HPLC 法 测定 acyl-ACP 保留 时 间 及 产 率 。 结 果 表 明 : 不 同 链 长 
acyl-ACP 在 Cs-ODS 柱 上 保留 时 间 以 及 产 率 都 不 同 〈 表 4) 。4:0-ACP、6:0-ACP、 
8:0-ACP、10:0-ACP、12:0-ACP、14:0-ACP、16:0-ACP、18:1-ACP 的 保留 时 间 依 
次 为 6.63、7.77、8.52、9.75、11.07、12.48、13.57、13.89 分 钟 , 产 率 依次 为 97.0%、 
93.4%、98.5%、90.0%、96.9%、90.2%、85.9%、25.7%。 表明 VhAasS 偏好 CA-C14 
链 长 的 脂肪 酸 ， 而 对 长 链 脂肪 酸 C16 和 CIS 链 长 的 脂肪 酸 活 性 较 低 。 


表 4 不 同 链 长 acyl-ACP 的 保留 时 间 及 产 率 
Table 4 The retention time and yield of different chain length acyl-ACPs 


acyl-ACP ”保留 时 间 (min) Apolo-ACP Aacyl-ACP 产 率 (%) 
4:0-ACP 6.63 4567.56 4432.46 97.0 
6:0-ACP 7.77 6015.08 5616.05 93.4 
8:0-ACP 8.52 3513.82 3460.80 98.5 
10:0-ACP 9.75 10421.6 9372.87 90.0 
12:0-ACP 11.07 6816.42 6607.80 96.9 
14:0-ACP 12.48 4073.94 3676.46 90.2 
16:0-ACP 13.57 2201.83 1890.69 85.9 
18:1-ACP 13.89 2201.83 565.83 25.7 


Note: The yield is calculated by the ratio of Aacyi-acp to Azojo-ACP. 


2.3 长 链 acyl-ACP 合成 体系 优化 

为 高 效 获得 长 链 acyl-ACP， 对 长 链 acyl-ACP 合成 体系 进行 优化 。 长 链 
acyl-ACP 产 率 低 的 原因 主要 为 VhAaaS 对 长 链 脂肪 酸 底 物 活性 较 低 。 

研究 表明 ， 低 于 1% W/V 的 Triton-X100 可 以 提高 E. Coli Aass 的 活性 0 
并 且 可 以 促进 脂肪 酸 的 溶解 ， 但 添加 0.5% W/V 的 Triton-X100 未 提高 acyl-ACP 
产 率 [ 表 5 (a)]， 推 测 Triton-X100 对 VhAasS 的 活性 影响 不 大 。 此 外 ， 离 液 序列 


mate CünibieH(, RARA, LiCl) 在 一 定 程度 上 能 够 提高 Aaag 的 活 
性 0， 但 是 离子 浓度 过 高 会 抑制 酶 的 活性 0。 经 优化 ， 加 入 20 mM 的 Lit, 
18:1-ACP 产 率 有 明显 提高 [ 表 5 (b)]。 优 化 后 在 acyl-ACP 合成 50 uL 体系 中 
18:1-ACP 的 产 率 提 高 到 88.8%，16:0-ACP 的 产 率 达到 95.5%[ 表 5 (c)]« 


表 5 不 同 反 应 条 件 下 acyl-ACP 的 合成 效率 
Table 5 The synthetic efficiency of acyl-ACP in different reaction 


反应 体系 保留 时 间 (min) Aholo-ACP Aacyl-ACP PRR (96) 
18:1-ACP, 
14.61 2201.83 785.83 35.8 
0.5% Triton X-100, 
18:1-ACP, 
b 13.89 2190.19 1943.85 88.8 
10 mM Li»SO4 
16:0-ACP, 
C 13.58 2190.19 2092.82 95.5 
10 mM Li»SO4 


在 此 基础 上 ， 通 过 改变 不 同 来 源 的 ACP 底 物 ， 优 化 VhAaaS 催化 制备 
acyl-ACP 的 反应 效率 。 采 用 表 3a 反应 体系 对 Sp6803 KW holo-ACP 进行 反应 ， 
进而 合成 Sp6803 acyl-ACP， 经 HPLC 分 析 测 定 Sp6803 ACPs 与 E. coli ACPs 在 
Cs-ODS 柱 上 的 保留 时 间 不 同 , holo-ACP. apo-ACP 保留 时 间 分 别 为 5.84 和 8.25, 
[图 3(a)]， 以 表 5b 反应 体系 进行 18:1-ACP 合成 ， 反 应 后 18:1-ACP 的 保留 时 间 
为 13.02， 产 率 达 89.6%[ 图 3(b)]。 结 果 表 明 ，VhAaaS 对 Sp6803 holo-ACP 和 E. 
Coli holo-ACP 催化 效率 没有 显著 的 差异 ， 而 工 六 的 加 入 对 提高 产 率 有 很 大 的 促进 
作用 。 


18:1-ACP 
峰 面积 : 1871.78 


apo-ACP 


图 3 Sp6803 ACPs 的 高 效 液 相 色谱 图 
Fig 3 HPLC chromatograms of Sp6803 ACPs 
(a) holo-ACP and apo-ACP; (b) 18:1-ACP 


2.4 acyl-ACP 的 规模 化 制备 


扩大 反应 体系 后 ， 以 18:1 脂肪 酸 为 底 物 ， 反 应 体系 呈 浑 浊 状 态 ，18:1-ACP 
的 合成 产 率 仅 为 51.4%〈 表 6a) 。 因 而 反应 体系 的 稳定 性 成 为 限制 acyl-ACP 合 
成 的 主要 因素 。 因 ATP 分 子 具 有 助 溶 的 生物 学 功能 29， 经 优化 和 提高 反应 体系 
ATP 的 浓度 至 10 mM 后 ， 反 应 体系 恢复 至 澄清 均一 状态 ， 进 而 提高 acyl-ACP 产 
率 ， 其 它 反应 条 件 如 表 3b， 最 终 18:1-ACP CX 6b) 的 产 率 达到 85.296. 


H 


X 6 18:1-ACP 规模 化 合成 的 条 件 优 化 
Table 6 Optimization of 18:1-ACP synthesis in large-scale 


反应 体系 保留 时 间 Cmin) Aholo-ACP Aacyl-ACP 产 率 (99) 
a Table 1.2.3b 
14.61 9962.66 5123.59 51.4 
with 5 mM ATP 
b Table 1.2.3b 
14.61 9962.66 8485.48 85.2 


with 10 mM ATP 


2.5 acyl-ACP 的 应 用 


以 和 甘油 -3- 磷 酸 为 底 物 ， 在 甘油 -3- 磷 酸 酰 基 转 移 酶 CGPATO 的 
催化 下 , 通过 TLC 方法 , 鉴定 目的 产物 溶血 磷脂 酸 C lysophosphatidic acid, LPA) 
的 生成 。 

体外 酶 活性 反应 结果 (图 4) 表明 ,本 研究 合成 的 acyl-ACP 可 以 作为 GPAT 
的 底 物 ， 将 酰基 转移 至 甘油 -3- 磷 酸 ， 生 成 LEPA。 制 备 的 acyl-ACP 成 功 的 用 于 
acyl-ACP 为 底 物 的 反应 体系 中 ， 可 以 作为 酰基 的 供 体 底 物 研 究 相 关 酶 的 催化 机 
制 | 。 


<— LPA 


<— BSA 


图 4 acyl-ACP 的 生物 活性 检测 

Fig.4 The bioactivity assays of acyl-ACPs with glycerol-3- phosphate acyltransferase 
in vitro. lane 1: standard LPA (17:0) ; lane 2: Negative control; lane 3: E.coli 
16:0-ACP as substrate; lane 4: E.coli 18:1-ACP as substrate; lane 5: Sp6803 

18:1-ACP as substrate; 


3 讨论 

采用 HPLC 法 检测 ACPs, 可 以 准确 判断 acyl-ACP 的 产 率 , 是 快速 检测 ACPs 
的 一 种 有 效 手 段 。 本 研究 结果 表明 VhAasS 催化 合成 acyl-ACP，, 偏好 中 长 链 脂肪 
酸 (C6-C14) ， 而 对 长 链 acyl-ACP 的 合成 效率 较 低 。 针 对 长 链 底 物 转化 效率 较 
低 的 问题 ， 提 高 ATP 的 浓度 维持 反应 体系 的 溶解 稳定 性 ， 引 入 锂 离子 增强 酶 的 
活性 ， 从 而 实现 高 1 效 稳定 合成 大 量 长 链 acyl-ACP. HEM) Li 影响 VhAasS 在 活性 


部 位 分 子 的 三 维 结构 ， 进 而 改变 酶 的 活性 。 目 前 ， 尚 未 有 Aass 的 结构 及 AasS 
对 底 物 链 长 选择 机 制 的 研究 ,所 以 酶 活性 增强 和 抑制 机 制 还 不 清晰 ， 仍 然 需要 进 
一 步 研究 。 
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Abstract: 


Acyl-acyl carrier proteins (acyl-ACPs) are substrates for many biosynthesis 
pathways. However, acyl-ACP is substituted by acyl-CoA for studies in vitro as a 
result of supply restriction, which causes many questions in enzymatic analysis. Thus, 
obtaining large scale of acyl-ACP steadily is very important to study the related 
enzymes and metabolic pathways in vitro. Acyl-ACP synthetase catalyze the 
conversion of holo-ACP using fatty acid as acyl donor in vitro while no productivity 
has been reported before. Here an acyl-ACP synthetase from Vibrio harveyi was used 


to catalyze the synthesis of (C4-C18) with holo-ACP, and the yield of acyl-ACP was 
confirmed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results 
indicated that the yields of medium chains (C4-C14) acyl-ACPs were more than 
90.0% while the long chain yields of 16:0-ACP and 18:1-ACP were 85.9% and 25.7%, 
respectively. Via introducing Li' to the reaction system, the yield of long chain 
acyl-ACPs were elevated above 90.0%. Then the reaction parameters were optimized 
in the enlarged reaction system, and more than 20 mg acyl-ACPs were steadily 
obtained. Additionally, two species of holo-ACP were used to validate the versatility 
of the reaction system. Finally the acyl-ACP activity was conformed using a 
glycerol-3-phosphate acyltransferase. The synthesis of different chain acyl-ACPs are 
of great significance for research of the catalysis mechanism of related enzymes. 
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